サブミリ秒時間分解の一分子蛍光分光測定によるユビキチンの折り畳みダイナミクスの研究 by 齊藤 雅嵩
サブミリ秒時間分解の一分子蛍光分光測定によるユ
ビキチンの折り畳みダイナミクスの研究
著者 齊藤 雅嵩
号 74
学位授与機関 Tohoku University
学位授与番号 理博第3053号
URL http://hdl.handle.net/10097/00121193
（別紙様式５）                                       
論 文 内 容 要 旨 
(NO．1) 
氏  名 齊藤 雅嵩 提出年 平成 28 年 
学位論文の 
題   目 
サブミリ秒時間分解の一分子蛍光分光測定による 
ユビキチンの折り畳みダイナミクスの研究 
 
 
論 文 目 次 
1. 研究概要……………………………………………………………………………………………….- 1 -  
2. 序…………………………………………………….…………………………………………………- 6 -  
2-1 タンパク質の折り畳み ………………………………………...………………….……………- 7 -  
2-2 一分子測定法……………………………………………….……………………………………- 9 -  
2-3 一般的な一分子蛍光分光測定法とその問題点…….……………………………………….. - 12 -  
2-4 一分子蛍光分光測定における単位時間当たりの蛍光光子数による分解能の制約………- 13 -  
2-5 本研究の一分子蛍光分光測定法…………………….………………………………………...- 14 -  
2-6 ユビキチンの折り畳み…….…………………………………………………………………..- 15 -  
3. 試料の作成と装置………………………………...…………………………………………………- 17 -  
3-1 一般的な一分子蛍光分光測定法とその問題点…….………………………………………..- 18 -  
3-2 試薬………………..…………….………………………………………………………………- 19 -  
3-3 一分子蛍光分光測定のための蛍光色素標識ユビキチンの作成…………………………...- 20 -  
3-4 一分子蛍光分光測定………...………………………..………………………………………..- 27 -  
4. 一分子 FRET 測定における試料の吸着の抑制…………….………………………………..…..- 29 -  
4-1 一分子 FRET 測定における試料の吸着の抑制-序…..…….………………………………..- 30 -  
4-2 一分子 FRET 測定における試料の吸着の抑制-実験……...…………………………….….- 31 -  
4-3 一分子 FRET 測定における試料の吸着の抑制-結果……...………………………………..- 39 -  
4-4 一分子 FRET 測定における試料の吸着の抑制-考察…..….......................................……- 40 -  
5. 平衡条件でのユビキチンの折り畳みの一分子 FRET 測定………………………………….…..- 43 -  
5-1 平衡条件でのユビキチンの折り畳みの一分子 FRET 測定-序………………………….....- 44 -  
5-2 平衡条件でのユビキチンの折り畳みの一分子 FRET 測定-実験.…………………………- 47 -  
5-3 平衡条件でのユビキチンの折り畳みの一分子 FRET 測定-結果………………………….- 53 -  
5-4 平衡条件でのユビキチンの折り畳みの一分子 FRET 測定-考察.…………………………- 60 -  
6. 平衡条件でのユビキチンの折り畳みの一分子 FRET 測定……………………………………...- 74 -  
6-1 速度論的な折り畳みの一分子 FRET 測定-序………….……..……………………………..- 75 -  
6-2 速度論的な折り畳みの一分子 FRET 測定-実験……….……………………………….…..- 78 -  
6-3 速度論的な折り畳みの一分子 FRET 測定-結果……….……..…………………………....- 86 -  
6-4 速度論的な折り畳みの一分子 FRET 測定-考察………….……………………………......- 88 -  
7. 結論…………………………………………………………………………………………………..- 94 -  
8. 参考文献………………………………………………….………………………………………....- 99 -  
（別紙様式５）                                       
論 文 内 容 要 旨 
 
 タンパク質の変性状態の特性を調べることは、タンパク質の構造形成過程や凝集過程を理解するため
の基礎である。しかし、変性タンパク質の構造、不均一性、ダイナミクスの全ての性質について、未だ
に多数の議論が継続している。本研究では、これまでに提案されている一分子蛍光観察法の時間分解能
（1 ミリ秒程度）に比べて、一桁以上高い時間分解能を持つライン型共焦点顕微鏡を装置を用いて、ユ
ビキチンの変性状態における構造の不均一性と遅いダイナミクスを明らかにした。 
 本研究の初期において、測定に用いる流路表面への試料の吸着が一分子測定の再現性を大きく低下さ
せることを見いだした。そのため、吸着防止のためのさまざまな方策を試した。その結果、生体適合性
ポリマーとして知られる MPC ポリマーをセル表面に共有結合させて親水化することにより、試料の吸
着を大きく低減させ、さらに、吸着に起因するデータの再現性の低下問題を解決した。 
 折り畳み研究のモデルタンパク質として使われているユビキチンに蛍光色素を二重ラベル化し、MPC
ポリマーでコーティングした実験装置を用いて一分子蛍光分光計測を行った。得られたデータによると、
折り畳まれた状態のユビキチンでは、線幅の狭い FRET 効率の分布が示された。これは、構造が均一で
あることを示す。一方で、変性状態のユビキチンにおける FRET 効率の分布幅は幅が広く、変性状態の
ユビキチンの構造の不均一性が示唆された。さらに、変性状態における個々の FRET 効率の時系列デー
タにおいて、100 µs から 1 ms の間の時間領域では明白な FRET 効率の変化を示さないことが観察され
た。このことは、変性状態のユビキチンは不均一な構造を持ち、ミリ秒以上のゆっくりした運動にて異
なる構造間の遷移を起こしていることを示している。 
 一ミリ秒以内の短時間内に溶液混合を行う装置を開発し、変性状態のユビキチンについて、変性剤濃
度を急速に低下させたあとで起きる構造変化について、一分子 FRET 測定を行った。このために、短時
間内に変性剤濃度を希釈するためのさや流セルを開発した。このセルとライン型共焦点顕微鏡を組み合
わせることで、変性したユビキチンが折り畳まれる速度論的な過程を追跡した。その結果、変性状態の
ミリ秒以上の遅い構造変化は折り畳み過程でも存在しており、不均一な変性状態から並行に折り畳みが
起こることが示唆された。ミリ秒以上の遅い変性状態の構造ダイナミクスと複数の折り畳み経路の存在
は、タンパク質のフォールディング過程について本質的な重要性を持つ可能性がある。 
 
別 紙 
 
論文審査の結果の要旨 
 
 タンパク質の変性状態の特性を調べることは、タンパク質の構造形成過程や凝集過程を理解す
るための基礎である。しかし、変性タンパク質の特性について、未だに多数の議論が継続してい
る。本研究では、オリジナルの一分子計測法を用いることで、変性状態のタンパク質の構造、不
均一性、ダイナミクスの三点について実験的に解明することを目的とした。特に、従来法と比べ
て一桁以上高い時間分解能を持つライン型共焦点顕微鏡を装置を用いて、ユビキチンの変性状態
における構造の不均一性と遅いダイナミクスを明らかにした。 
 タンパク質試料の一分子蛍光計測実験において、試料セル表面への試料の吸着がデータの再現
性を大きく低下させることを見いだし、生体適合性ポリマーとして知られる MPC ポリマーをセル
表面にコーティングすることで、試料の吸着に起因する問題を解決した。 
 ユビキチンに蛍光色素を二重ラベル化し一分子蛍光分光計測を行った。得られたデータによる
と、折り畳まれた状態のユビキチンでは線幅の狭い FRET 効率の分布が観測され、構造が均一であ
ることが示された。一方で、変性状態のユビキチンでは、FRET 効率の分布幅が広く、構造の不均
一性が示唆された。さらに、変性状態における不均一な構造間の転移が、ミリ秒以上のゆっくり
した運動にて起こることが示された。これらの結果は、従来の実験では見いだせなかったもので
あり、本研究における粘り強い実験により始めて明らかにされた。 
 本研究ではさらに、変性状態のユビキチンを含む溶液の変性剤濃度を急速に低下させた後のフ
ォールディング過程について、速度論的な一分子 FRET 測定を行った。その結果、変性状態のミリ
秒以上の遅い構造変化は変性剤濃度を希釈した後でも残っていた。この観察は、変性状態におけ
る不均一な構造のそれぞれから、並行にフォールディング転移が起こることを示唆するものであ
る。 
 本研究において、齊藤雅嵩氏は研究に必要な主要な装置デザインと開発を行った。さらに、実
験を困難にしていた試料吸着の効果を解決する手法を試行錯誤の末に見いだした。この研究の努
力の結果として、従来は研究が難しかった変性状態のタンパク質の構造やダイナミクスの情報が
始めて明らかになった。特に、ミリ秒以上の遅い変性状態の構造ダイナミクスと複数の折り畳み
経路の存在は、タンパク質のフォールディング過程について本質的な重要性を持つと考えられる。 
 以上の結論は、齊藤雅嵩氏が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有する
ことを示している。したがって，齊藤雅嵩氏提出の博士論文は，博士（理学）の学位論文として
合格と認める。 
 
 
 
 
 
 
 
 
